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Résumé
Nous avons étudié une collection de 76 nouveaux isolats bactériens de nodules
obtenus par piégeage sur plantes d'Acacia tortilis subsp. raddiana in vitro, inoculées
avec des suspensions de sols prélevés dans divers sites au nord (Tunisie) et au sud
(Sénégal. Mauritanie) du Sahara, en comparaison avec 54 souches de références.
L'analyse des nouveaux isolats par RAPD et SDS-PAGE a montré une grande
diversité taxonomique parmi les isolats d'A. tortilis subsp. raddiana. En effet, bien
que toutes les souches puissent être qualifiées de « rhizobium à croissance
rapide n, elles se répartissent en au moins 9 groupes différents, dont plusieurs ne
correspondent à aucun des groupes de rhizobia déjà décrits. Aucune relation
entre la position taxonomique des souches, leur origine géographique, les conditions
édaphiques ou la profondeur d'isolement n'a pu être établie. La caractérisation
symbiotique des souches d'A. tortilis subsp. raddiana a, au contraire, montré une
grande homogénéité des caractéristiques symbiotiques majeures. Toutes les
souches nodulent également A. senegal, Prosopis juliflora et Leucaena leucocephala,
qui constituent avec A. tortilis subsp. raddiana un groupe d'inoculation. L'analyse des
profils chromatographiques des facteurs Nod (FN) d'une quinzaine de souches
réparties dans les différents groupes taxonomiques montre qu'ils sont très simi-
laires. L'homogénéité structurale des FN des souches d'A. tortilis subsp. raddiana a
été confirmée par la détermination de la structure des FN de quelques souches
représentatives. Cette étroite relation entre FN et plante d'isolement/spectre
d'hôte indépendamment de la taxonomie des souches suggère l'existence d'une
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forte pression de sélection de la part de la plante hôte et confirme nos observations
précédentes, à savoir que les facteurs Nod sont de bons indicateurs du potentiel
de nodulation d'un rhizobium donné.
Mots-clés:
RHIZOBIA TROPICAUX. ACACIA TORT/US SUBSP. RADDIANA,TAXONOMIE. FACTEURS NOD,
SYMBIOSE FIXATRICE D'AZOTE.
Abstract
We studied a collection of 76 new bacteria/ iso/ates from nodules developed on Acacia
tortilis subsp. raddiana plants inocu/ated in vitro with soil suspensions harvested in di(-
ferent sites in North (Tunisia) and South (Senegal, Mauritania) parts of Sahara. RAPO
and SOS-PAGE analyses in comparison with 54 reference strains from diverse origins
showed great taxonomic diversity among the new iso/ates. Ali of them are fast-growing
and form at /east 9 different groups, severa/ of which eou/d correspond to undescribed
groups. No re/ationship eould be estab/ished between taxonomie groups, geographicol
origin (North/South of Sahara) of the strains, edaphie conditions, or depth of soil
sampling (down to - 32 ml. Opposite to their taxonomie diversity, the new isolates share
identiea/ main symbiotie properties.AII strains nodu/ating A tortilis subsp. raddiana con
also nodu/ate Prosopis juliflora, Acacia senegal and Leucaena leucocephala, these
four plants then eonstituting a cross-inoculation group. By thin-layer ehromatography,
we showed that 20 A. tortilis subsp. raddiana strains, representative of the different
taxonomie groups, share very simi/ar Nod (actor (NF) profiles, independent/y from
their geographica/ origins. NF structure homogeneity was eonfirmed by NF structure
determination of some representative strains. The eonsisteney between NF and plant of
iso/ation/nodu/ation spectrum, independently of the taxonomie position of the strains
suggests a high selection pressure from the plant, and eonfirms our previous observations
that NF are good markers for predicting the nodulation potentia/ of a given rhizobia/
strain.
Keywords:
TROP/CAL RHIZOB/A, ACACIA TORTILIS SUBSP. RADDIANA, TAXONOMY, NOD FA00RS,
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Introduction
Comme de nombreuses plantes de la famille des Légumineuses, la plupart des
espèces d'Acacia natives d'Afrique peuvent développer des nodules sur leurs
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racines et établir ainsi une relation symbiotique fixatrice d'azote avec des bactéries
du sol communément appelées rhizobium (HARRIER et 0/., 1995). L'établissement et
le fonctionnement de cette symbiose sont le résultat d'une interaction moléculaire
entre la plante et la bactérie, contrôlée au niveau génétique par chacun des deux
partenaires. Les plantes sécrètent des flavonoïdes qui, lorsqu'ils sont reconnus
par le rhizobium, déclenchent la biosynthèse bactérienne de molécules lipo-oli-
gosaccharidiques appelées facteurs Nod. Ceux-ci induisent chez la plante la for-
mation d'un organe spécialisé, le nodule, à l'intérieur duquel la bactérie se dif-
férencie en bactéroïde capable de fixer l'azote atmosphérique (DÉNARIÉ et 0/.,
1996; SPAINK, 1996).
Il a longtemps été communément admis que les arbres, en particulier les acacias,
étaient nodulés par des rhizobia à croissance lente, mais TRINICK (1965, 1968 et
1980) a montré par la suite que des souches à croissance rapide étaient capables
de noduler certains arbres appartenant aux genres Leucaena, Mimosa, Acacia et
Sesbania.
En ce qui concerne A. tortilis (Forssk.) Hayne subsp. raddiana (Savi) Brenan au
Sénégal, nos premières études avaient montré que l'espèce était nodulée par des
rhizobia à croissance rapide (DREYFUS et DOMMERGUES, 1981). Depuis cette époque,
la taxonomie bactérienne a fait de grands progrès, devenant « polyphasique )}
en prenant en compte tout un ensemble de caractéristiques phénotypiques et
génotypiques (YANDAMME et 0/.,1996). La classification de ces rhizobia à croissance
rapide s'est ainsi considérablement affinée (YOUNG et HAUKKA, 1996), et on y
distingue maintenant quatre genres : Rhizobium UORDAN, 1982), Azorhizobium
(DREYFUS et a/., 1988), Sinorhizobium (DE LAJUDIE et al., 1994) et Mesorhizobium
UARVIS et 0/., 1997). Phylogénétiquement, les genres Rhizobium et Sinorhizobium
sont proches du genre Agrobaeterium (WILLEMS et COLLINS, 1993), Mesorhizobium
est proche de Phyllobaeterium, UARVIS et al., 1997) et Azorhizobium est proche de
Xanthobaeter (RAINEY et WIEGEL, 1996).
Il est ainsi apparu qu'une même plante peut s'associer avec plusieurs types de
microsymbiontes. Le soja (G/ycine max) peut être nodulé par 6 espèces appartenant
à 3 genres différents ; Bradyrhizobium japonicum, B. e/kanii. B. /iaoningense,
Sinorhizobium fredii, S. xinjiangensis et Mesorhizobium tianshanense ; Sesbania rostrata
peut être nodulé par trois espèces appartenant à deux genres différents :
Sinorhizobium sahe/i, S. terangae et Azorhizobium cau/inodans (DREYFUS et 0/., 1988 ;
DE LAJUDIE et 0/., 1994 ; TRÜPER et DE CLARI, 1997) ; les souches isolées d'Acacia
sont génétiquement diverses et appartiennent aux genres Bradyrhizobium
(DREYFUS et DOMMERGUES, 1981; DuPUY et 0/., 1994), Sinorhizobium (DE LAJUDIE et
a/., 1994 ;LORTET et 0/., 1996 ; NICK et 0/., 1995, 1999), et Mesorhizobium (DE LAJUDIE
et 0/., 1998 b).
Cependant, des tests de nodulation réalisés avec une collection de rhizobia
isolés d'Acacia et de Sesbania et appartenant aux espèces Sinorhizobium sahe/i.
S. terangae et Mesorhizobium p/urifarium ont montré que, malgré cette diversité
taxonomique, les isolats d'une même plante présentent une spécificité d'hôte
équivalente. Parmi différents marqueurs moléculaires de la nodulation évalués,
seuls les profils chromatographiques des facteurs Nod ont regroupé les souches
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en fonction de leur spectre d'hôte. Il a été proposé d'utiliser l'analyse chromato-
graphique des facteurs Nod comme méthode de caractérisation symbiotique des
rhizobia permettant l'analyse de leur diversité symbiotique (LORTET et a/., 1996)
et de l'associer à la taxonomie pour la description de biovars à l'intérieur de
l'espèce (souches de la même espèce mais de spécificités d'hôte différentes).
Nous rapportons dans cette étude un ensemble de données sur la nodulation
d'A. torti/is subsp. raddiana en utilisant 54 souches de diverses provenances de
notre collection et 76 nouveaux isolats de nodules d'A. tortilis subsp. raddiana
provenant de diverses régions de son aire de répartition naturelle, notamment
au nord et au sud du Sahara. La diversité des nouveaux isolats a été évaluée d'un
point de vue taxonomique par les techniques de RAPD (Random Amplified
Polymorphism DNA) et SDS-PAGE (analyse des protéines cellulaires totales sur
gel de polyacrylamide-SDS),et d'un point de vue symbiotique par l'étude de leurs
spectres d'hôtes, de leur efficience et de l'analyse de leurs facteurs Nod.
Constitution d'une collection d'isolats
d'A. tortilis subsp. raddiana
Il est rare de trouver des nodules d'arbre dans la nature, et extrêmement difficile
d'apporter la preuve que des nodules mis en évidence dans un sol appartiennent
de fait à l'arbre qui se trouve à proximité. Cela nous a contraints à utiliser une
procédure de « piégeage à partir du sol », bien que celle-ci constitue un biais par
rapport à l'isolement direct à partir d'un nodule prélevé sur le terrain. L'isolement
a été effectué à partir de nodules formés sur des individus d'A. torti/is subsp.
raddiana inoculés in vitro avec des échantillons de sols prélevés dans diverses
régions: pour le nord du Sahara, la station de Haddej, en Tunisie; pour le sud du
Sahara, les sols ont été prélevés dans le sud de la Mauritanie et au Sénégal; ces
sols représentent divers écosystèmes, jusqu'à des zones salées, et sont issus de
prélèvements effectués à différentes profondeurs, jusqu'à - 32 mètres. Au total,
76 nouveaux isolats d'A. torti/is subsp. raddiana ont ainsi été obtenus (tab!. t).
Analyse moléculaire
de la diversité taxonomique
En accord avec nos précédents travaux (DREYFUS et DOMMERGUES, 1981), toutes
les souches que nous avons isolées de A. torti/is subsp. raddiana peuvent être
considérées comme des rhizobia à croissance rapide, puisqu'elles forment des
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N° d'origine N° LMG Plante d'isolement Origine Conditions édaphiques 1 Référence





ORS40 15168 Acacia lortilis subsp. roddiana Sénégal (Souilène) argilo-sableux. 25 cm ce travail
..,
..
-ORS46 15169 Acacia lortilis subsp. raddiana Sénégal (Souilène) - 50 cm ce travail "::l ",
ORS47 15170 Acacia lortUis subsp. raddiana Sénégal (Souilène) - 75 cm ce travail 0Q."
ORS48 Acacia lortilis subsp. raddiana Sénégal (Souilène) - SO cm ce travail
" Q
ORS49 15171 Acacia lortilis subsp. raddiana Sénégal (Souilène) - 50 cm ce travail - "Q 0
ORS50 15172. 15173 Acacia tortilis subsp. raddiana Sénégal (Souilène) - 50 cm ce travail ::l ::l
" 0ORSI042 15283 Acacia torti/is subsp. raddiana Sénégal (Cambéréne) ce travail ~3
ORSI043 15284 Acacia tortilis subsp. raddiana Sénégal (Mbidi) bas fond 0-15 cm ce travail n ~.
ORSI044 15285 Acacia lortilis subsp. raddiana Sénégal (Richard-TolI) ce travail ~ "
ORSI046 15286 Acacia lortilis subsp. raddiana Sénégal (Cambéréne) ce travail _. "
"' "ORSI080 15287 Acacia lortUis subsp. raddiana Sénégal (Souiléne) - 2S - 50 cm ce travail
., "
ORSI081 15288 Acacia lortilis subsp. raddiana Sénégal (Souilène) - 25 - 50 cm ce travail "'-0
ORSI082 15289 Acacia tortilis subsp. raddiana Sénégal (Souilène) - 25 - 50 cm ce travail 0.. ..,0..0
ORSI083 15290 Acacia torti/is subsp. raddiana Sénégal (Souilène) - 25 - 50 cm ce travail _. -0
"' ..,ORS 1084 15291 Acacia tortilis subsp. raddiana Sénégal (Souilène) - 25 - 50 cm ce travail ::l -
ORS'I085 15292 Acacia tortilis subsp. raddiana Sénégal (Souilène) - 25 - 50 cm ce travail "' ",
ORSI086 15293 Acacia lorti/is subsp. raddiana Sénégal (Souilène) - 25 - 50 cm ce travail Q ~
" ..ORSI087 15294 Acacia tortilis subsp. raddiana Sénégal (Souilène) - 25 - 50 cm ce travail ..
ORSI089 15295 Acacia tortilis subsp. raddiana Sénégal (Mbidi) ::l '<~ 3ORSI091 15296 Acacia tortilis subsp. raddiana Sénégal (Diourbel-Lagbar) ce travail Q.<T
ORS 1095 15297 Acacia torti/is subsp. raddiana Sénégal Diourbel-Lagbar ) de Lajudie el al.• 1998
" 0
ORS 1096 15298 Acacia tortilis subsp. raddiana Sénégal (Doundodji) de Lajudie et al.. 1998 " "
ORSIIOO 15299 Acacia tortilis subsp. raddiana Sénégal (Saint-Louis) ce travail Q .Q
" "ORSIIOI Acacia tortilis subsp. raddiana Sénégal (Saint-Louis) ce travail
".. ..ORSI230 15306 Acacia lorti/is subsp. raddiana Sénégal (région St-Louis) sol salé ce travail
"ORSI231 15307 Acacia tortilis subsp. raddiana Sénégal (région St-Louis) sol salé ce travail Q.Q.
"ORS 1232 15308 Acacia tortilis subsp. raddiana Sénégal (région St-Louis) sol salé ce travail Q. ..
" ..,ORSI233 15309 Acacia lortilis subsp. raddiana Sénégal (région St-Louis) sol salé ce travail
"'::ORSI234 15310 Acacia lorti/is subsp. raddiana Sénégal (région St-Louis) sol salé ce travail Q ..
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ORSI237 15312 Acacia torti/is subsp. raddiana Sénégal (région St-Louis) sol salé ce travail Q.l:
ORSI238 15313 Acacia torti/is subsp. raddiana Sénégal (région St-Louis) sol salé ce travail ;. a..
ORSI239 15314 Acacia tortilis subsp. raddiana Sénégal (région St-Louis) sol salé ce travail ~ ~.1 .. ..ORSI240 15315 Acacia tortilis subsp. raddiana Sénégal (région St-Louis) sol salé 1 ce travail
.,
ORSI241 Acacia torti/is subsp. raddiana Sénégal (région St-Louis) sol salé
il
ce travail .~
ORSI242 Acacia tortilis subsp. raddiana Sénégal (Ferlo) région humide ce travail
ORSI243 15316 Acacia torti/is subsp. raddiana Sénégal (Ferlo) région humide Il ce travailORSI244 15317 Acacia torti/is subsp. raddiana Sénégal (Ferlo) 1 région humide ce travail
ORSI245 Acacia tortilis subsp. raddiana Sénégal (Ferlo) région humide ce travail
ORSI246 Acacia tortilis subsp. raddiana Sénégal (Ferlo) région humide ce travail
ORSI247 Acacia tortilis subsp. raddiana Sénégal (Ferlo) région humide ce travail
ORSI248 Acacia tortilis subsp. raddiana Sénégal (Ferlo) humide non inondé ce travail
ORSI249 Acacia tortilis subsp. raddiana Sénégal (Ferlo) humide non inondé 1 ce travail
ORSI250 Il Acacia tortilis subsp. raddiana Sénégal (Ferlo) humide non inondé ce travail
ORSI251 15318 Acacia tortilis subsp. raddiana Sénégal (Ferlo) humide non inondé 1 ce travailORSI254 15319 Acacia tortilis subsp. raddiana Sénégal (Ferlo) humide non inondé
1
ce travail
ORSI255 15320 Acacia tortilis subsp. raddiana Sénégal (région de Louga) a- sa cm ce travail
ORSI256 15321 Acacia tortilis subsp. raddiana Sénégal (région de Louga) a- sa cm ce travail
ORSI257 15322 Acacia tortitis subsp. raddiana Sénégal (région de Louga) a- 50 cm
1
ce travail
ORSI258 15323 Acacia torti/is subsp. raddiana Sénégal (région de Louga) - 50 - 100 cm ce travail
ORSI259 15324 Acacia tortilis subsp. raddiana Sénégal (région de Louga) - 50 - 100 cm 1 ce travailORSI260 15325 Acacia tortilis subsp. raddiana Sénégal (région de Louga) - 50 - 100 cm ce travail
ORSI261 15326 Acacia tortilis subsp. raddiana Sénégal (région de Louga) - 50 - 100 cm .! ce travail
ORSI262 15327 Acacia tortilis subsp. raddiana Sénégal (région de Louga) - 50 - 100 cm Il ce travail
ORSI263 15328 Acacia tortitis subsp. raddiana Sénégal (région de Louga) -50-100cm 1 ce travail
ORSI264 1 15329 Acacia tortitis subsp. raddiana Sénégal (région de Louga) - 50 - 100 cm 1 ce travail
ORSI265 15330 Acacia tortilis subsp. raddiana Sénégal (région de Louga) - 31 - 32 m
.'
ce travail
ORSI266 15331 Acacia tortilis subsp. raddiana Sénégal (région de Louga) - 31 - 32 m ce travail
ORSI267 15332 Acacia tortilis subsp. raddiana Sénégal (région de Louga) - 31 - 32 m ce travail
ORSI268 Acacia tortilis subsp. raddiana Sénégal (région de Louga) - 31 - 32 m ce travail
ORSI281 15340 Acacia tortilis subsp. raddiana Sénégal (région de Louga) ce travail
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ORSI282 15341 Acacia tortilis subsp. raddiana Sénégal (région de Leuga) ce travail Il>..,
ORSI310 15342 Acacia tortilis subsp. raddiana Burundi ce travail ..
-
ORSI316 15343 Acacia tortilis subsp. raddiana Mauritanie (Sud) ce travail
" Il>-
ORSI318 15344 Acacia torti/is subsp. raddiana Mauritanie (Sud) ce travail 0o..~
ORSI319 15345, 15346 Acacia tortilis subsp. raddiana Mauritanie (Sud) ce travail t: Q
-l<
ORSI329 '15347 Acacia tortilis subsp. raddiana Mauritanie (Sud) ce travail Q 0
ORSI333 15348 Acacia tortilis subsp. raddiana Mauritanie (Sud) ce travail " "~ 0
RAT 900 Acacia torti/is subsp. raddiana Tunisie (Haddej) ce travail l> 3
RAT 901 15350 Acacia torti/is subsp. raddiana Tunisie (Haddej) ce travail n';
RAT 902 15351 Acacia tortilis subsp. raddiana Tunisie (Haddej) ce travail ~ t:
RAT 904 15352 Acacia tortilis subsp. raddiana Tunisie (Haddej) ce travail
_. Il>
.. Il>
RAT 905 15353 Acacia tortilis subsp. raddiana Tunisie (Haddej) ce travail .., ~
RAT 907 15354 Acacia tortilis subsp. raddiana Tunisie (Haddej) ce travail .....
RAT 908 15355 Acacia tortilis subsp. raddiana Tunisie (Haddej) ce travail 0.. ..,0..0
RAT 909 Acacia tortilis subsp. raddiana Tunisie (Haddej) ce travail _......
"Mesorhizobium .. Il>,
pluriforium Q Il>-
ORS 13 7921 Acacia sp. Sénégal de Lajudie et al., 1998 b t: ....
ORS 654 10056 Leucaena diversifolia Brésil de Lajudie et al., 1998 b "'<
ORS 655 10061 Leucaena pulvurulenta Brésil de Lajudie et al.. 1998 b ~ 3
o.""ORS 656 10093 Leucaena diversifolia Brésil de Lajudie et a/., 1998 b -.
Il> 0
ORS 1018 11881 Acacia senegal Sénégal (Palmarin) de Lajudie et al., 1998 b ~ ~
ORS 1038 11896 Acacia senegal Sénégal (Ferle) de Lajudie et al., 1998 b Q.Q
ORS 1040 11898 Acacia senegal Sénégal (Ferlo) de Lajudie et al., 1998 b t: t:Il>
ORS 38 11931 Prosopis julinora Sénégal (Mbae) de Lajudie et al., 1998 b .. ..t:
ORS 1001 7836 Acacia senegal Sénégal de Lajudie et al., 1998 b 0..0..Il>
ORS 1002 7854 Acacia senegal Sénégal de Lajudie et al., 1998 b 0.. ..
ORS 1004 7848 Acacia senegal Sénégal de Lajudie et al., 1998 b t: ..,
ORS 1010 7853 Acacia senegal Sénégall de Lajudie et al., 1998 b "'::
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o. Q
ORS lOIS 7839 Acacia senega/ Sénégal de Lajudie et 0/., 1998 b o.";" Q..
ORS 1020 11883 Acacia senega/ Sénégal de Lajudie et 0/., 1998 b ::;, ~'
ORS 1024 11884 Acacia senega/ Sénégal de Lajudie et al., 1998 b .. ...
ORS 1026 11886 Acacia senega/ Sénégal de Lajudie et al., 1998 b .,
ORS 1029 11889 Acacia senegal Sénégal de Lajudie et al.. 1998 b
,-
ORS 1030 11890 Acacia senegal Sénégal de Lajudie et 0/., 1998 b
ORS 1031 11891 Acacia senega/ Sénégal de Lajudie et 0/., 1998 b
ORS 10nT 11892T Acacia senega/ Sénégal de Lajudie et 0/., 1998 b
ORS 103S 11893 Acacia senega/ Sénégal
1
de Lajudie et 0/., 1998 b
ORS 1036 11894 Acacia senega/ Sénégal de Lajudie et 0/., 1998 b
ORS 1037 11895 Acacia senegal Sénégal
1
de Lajudie et 0/., 1998 b
ORS 1038
Il
11896 Acacia senega/ Sénégal de Lajudie et al.. 1998 b
ORS 1040 11898 Acacia senega/ Sénégal de Lajudie et al., 1998 b
ORS 1088 Il 11880 Acacia seya/ Sénégal 1 de Lajudie et al.. 1998 b
1
Mesorhizobium loti
NZP 2230 6126 Lotus maroccanus Maroc Jarvis et al., 1986
NZP 2213T 612ST Lotus comieu/atus Nouvelle-Zélande Jarvis et of., 1986
ORS 6S2 6123 Lotus divaricatus Nouvelle-Zélande
Mesorhizobium
cieeri
UPM-Ca7T 17150T Cieer arietinum " Espagne 1 Nour et al.. 19941
522 17149 Cieer arietinum Russie 1 Nour et of., 1994
Mesorhizobium
mediterraneum
UPM-CaI42 14990 Cicer arietinum Espagne 1 Nour et al., 1995
Mesorhizobium
huakuii
IAM 14158T 14107T Astragalus sinicus ,1 Nanjing, Chine 1 Chen et al., 1991
'V Tableau 1(suite).
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-USDA 205T 6217T Glycine max Henan, Chine Jarvis et 01.• 1986
" ;;.USDA 191 8317 Soil Shanghai, Chine Jarvis et 01., 1986 0
1 Q.-
Sinorhizobium l: Q1 -)(
meliloti Q 0




m75 (Hambi 1808) 16579 Medicago saliva Eardly et 01., 1990 ~. I!l
m 1'02 (Hambi 1809) 16580 Medicago saliva Eardly et 01.. 1990 Dl ..






ORS 8 11870 Sesbania rastrata Sénégal
::l _.
QI ~.
ORSIS 7833 Sesbania sp. Sénégal (Mbidi) de Lajudie et al., 1994 Q l'O.
ORS 19 7841tl Sesbania cannabina Sénégal de Lajudie et al.. 1994 l: ~
ORS 22 6463 Sesbania rastrala Sénégal de Lajudie et al., 1994 ~
" ...
ORS 51 7843 Sesbania rostrota Sénégal de Lajudie et 01.• 1994 ~ 3
ORS 53 11860 Sesbania rastrata Sénégal de Lajudie et 01.. 1994 ~!
ORS 604 1186S Sesbania acu/eata Sénégal (Bel Air) de Lajudie et 01., 1994 1'0 0
--ORS 929 8313tl Acacia sp. Sénégal de Lajudie et al.• 1994 Q.Q
ORS 613 J 1866 Sesbania sesban Sénégal de Lajudie et al.. 1994 l: l:
ORSI007 7847 Acacia laeta Sénégal de Lajudie et 01., 1994 ..~ ~
ORS 1009T 7834T Acacia laeta Sénégal (Mbidi) de Lajudie et 01.. 1994 l:Q.Q.
ORS 1016 7851 Acacia laeta Sénégal (Bakel) de Lajudie et 01.. 1994 ..Q. ~
ORS 1025 Acacia senegal Sénégal de Lajudie et 01.. 1994 l: .,
ORSI045 11901 Acacia lortilis subsp. roddiana Sénégal (Sangonie) de Lajudie el 01.. 1994
"'::o ..
:ro
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ORS 1047 11903 Acacia horrida Sénégal de Lajudie et al., 1994 o."
ORS 1057 11911 Acacia mol/issima
,




ORSI058 11912 Acacia mollissima 1 Sénégal 1 Il de Lajudie et al.. 1994 .. "ORSI071 11924 Acacia senegal : Sénégal de Lajudie et al., 1994 .,,-
ORSIOn 1 11925
1
Acacia senegal Sénégal (Dahra) de Lajudie et al., 1994 1
ORS 1073 11926 Acacia senegal Sénégal (Djokoul) 1 de Lajudie et al.. 1994 ~
Sinorhizobium
saheli
ORS 12 7835tl Sénégal 1 de Lajudie et al.• 1994
ORS 600 11864
1
Sesbania pachycarpa Sénégal 1 de Lajudie et al.. 1994
ORS 609T 7837T Sesbania cannabina Sénégal (Bel Air) de Lajudie et al., 1994




NZP 561 6122 Trifolium repens Australie 1 B. Jarvis
1
Rhizobium !ropici !Group a
CFN 299 9517 Phaseolus vulgaris 1 Martinez-Romero et al., 199/
CNPAF 119 9502 Phaseolus vulgaris Il Brésil Moreira et al., 1993
Group b
ClAT 899T 9503T Phoseolus vulgaris li Colombie Martinez-Romero et al., 1991
C-05 9518 Phaseolus vulgaris
Rhizobium et/i Il




HAMBI 540T 6214T 1. Galega orientalis 1 Finlande
1 1HAMBI 1147 6215 Galega orientalis Russie
1
HAM BI 1428 15143 1
\J Tableau 1 (suite et (In).
N° d'origine N° LMG Plante d'isolement Origine Conditions édaphiques 1 Référence
ou origine géographique Profondeur de prélèvement ou source 0
-
'"Agrobaeterium n.,
biovar 1 "1 -






Agrobaeterium vitis 1: 0
- )(
Pan.AG61 257 o 0
" "NCPPB 1771 233 ~ 0
Azorhizobium l> 3n';
caulinodans .. 1:
ORS 571 T 6465T Sesbania rostrata Sénégal Dreyfus et al., 1988 ~. l'D
FYI2 11352 Sesbania rostrata Sénégal Rinaudo et al., 1991 .. n
., ~
Allorhizobium .. ~
undicola Q. .,Q. 0
ORS 991 11874 Neptunia notons Sénégal (Kaolack) de Lajudie et al.. 1998 a _.~
..
ORS 992T 11875T Neptunia notons Sénégal (Kaolack) de Lajudie et al., 1998 a
"ORS 995 11876 Neptunia notons Sénégal (Kaolack) de Lajudie et al., 1998 a .. t>-
ORS 996 11877 Neptunia notons Sénégal (Kaolack) de Lajudie et al.. 1998 a o n-
I: "
ORS 997 11878 Neptunia notons Sénégal (Kaolack) de Lajudie et 01., 1998 a
"ORS 998 11879 Neptunia notons Sénégal (Dakar-Bel Air) de Lajudie et al.. 1998 a "'<~ 3
Sinorhizobium sp. Q.O"
NGR 234 16375 Dalichos lob/ob n 0
~ ~
Rhizobium sp. 0'<>
ORS 507 Sesbania pachycarpa Sénégal 1: 1:n
ORS 61S Sesbania rostrato Sénégal " "t 1:ORS 911 Acacia famesiana Sénégal Q.Q.
ORS 1019 Acacia senegal Sénégal nQ."
Bradyrhizabium sp.
1: .,
Vi::ORS 17 A/ysicarpus ovalifolius Sénégal o N
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colonies en 48 heures sur milieu YMA. Pour caractériser ces souches, nous avons
employé deux techniques dont le niveau de résolution se situe entre la souche
et l'espèce 01ANDAMME et al., 1996) ; l'une, relativement récente, est génotypique
(RAPO, Random Amplified Polymorphic ONA), et l'autre phénotypique (analyse
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\l Fig. 1
Dendrogramme (coefficient de Jaccard en utilisant la méthode UPGMA) montrant les relations
entre 43 isolats de nodules d'Acacia tortilis subsp. raddiana sur la base de leurs profils RAPD.
Les profils RAPD (utilisant l'amorce OP 814) sont analysés visuellement
et chaque produit d'amplification est identifié en fonction de sa position de migration.
Chaque isolat est examiné pour la présence ou l'absence de chaque ampliflat
Le dendrogramme est ensuite construit par comparaison par paires sur la base
de la proportion des ampliflats communs et sur les indices de Nei, en utilisant la technique
UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Arithmetic Averages).
Diversité taxonomique et propriétés symbiotiques des rhizobia
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RAPO
Afin d'évaluer le degré de diversité génomique des nouveaux isolats obtenus à
partir de nodules d'A. tortilis subsp. raddiana, 43 d'entre eux ont été analysés par
une technique RAPO modifiée en utilisant deux combinaisons d'amorces
(WILLIAMS et al., 1990). Les résultats montrent une grande diversité génomique
puisque aucun profil complet n'est conservé parmi les isolats. Les isolats de
Tunisie forment un groupe qui semble diverger de ceux formés par les isolats du
Sénégal (fig. 1). Cependant, le pouvoir discriminant de cette technique s'est avéré
trop fin pour une technique de groupage; nous avons donc employé une autre
technique, l'analyse des protéines cellulaires totales par SOS-PAGE, déjà éprouvée
dans le cas des rhizobia (MOREIRA et al., 1993 ; DE LAJUDIE et al., 1994, 1998 a,
1998 b).
SOS-PAGE
La technique SOS-PAGE est simple et rapide, très informative (au niveau de l'es-
pèce) et nous disposons d'une importante base de données avec de nombreuses
souches de référence (DE LAJUDIE et al., 1994, 1998 a, 1998 b). Les protéines
cellulaires totales sont purifiées à partir d'une culture bactérienne et séparées
sur gel de polyacrylamide en présence de SOS (SOS-PAGE). Chaque étape de
l'expérimentation est réalisée dans des conditions très standardisées. Le profil
électrophorétique obtenu pour chaque souche est digitalisé, normalisé et analysé
à l'aide du logiciel GelCompar (Applied Maths, Kortrijk, Belgique), et confronté à
la base de données.
L'analyse des isolats de A. tortilis subsp. raddiana par la technique SOS-PAGE a
confirmé la diversité mise en évidence par RAPO en faisant apparaître une
grande hétérogénéité de profils électrophorétiques. Les résultats, illustrés par la
figure 2, montrent qu'une vingtaine de ces souches sont regroupées avec les
souches de référence de S. terangae, S. (redii, et M. pluri(arium, suggérant que ces
souches appartiennent à ces espèces. Les 56 autres souches sont réparties dans
six groupes différents de ceux formés par les espèces décrites. Certains d'entre eux
pourraient représenter des groupes nouveaux, mais leur place taxonomique reste
à préciser par des techniques complémentaires. Oes expériences préliminaires
de séquençage d'une partie du gène codant pour l'ARNr 16S et d'hybridations
AON/AON ont, jusqu'à présent, confirmé ces résultats.
Relation entre taxonomie et origine écologique,
géographique et édaphique de la souche
Aucune relation n'a pu être établie entre l'origine géographique et écologique et
le groupe électrophorétique des souches d'A. tortilis subsp. raddiana. Les souches
tunisiennes, mauritaniennes et sénégalaises se groupent en mélange, notamment
dans S. terangae. Certaines souches provenant de zones salées de la région de
St-Louis (Sénégal) forment les groupes 1 et 2, mais d'autres appartiennent à
différents groupes comprenant des souches d'autres provenances. À l'intérieur
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Dendrogramme montrant les relations entre les profils protéiques totaux obtenus par SDS-PAGE
des souches de A. tortilis subsp. raddiana et de souches de référence de différentes espèces
de Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium,Agrobacterium.
Le dendrogramme est construit en utilisant le logicie/ Ge/Compar et la méthode UPGMA.
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du groupe de M. plurifarium sont retrouvées des souches de diverses profondeurs
(0-15 cm, 50-1 00 cm, 31-32 m), suggérant l'identité des populations de rhizobia
en surface et en profondeur, de façon analogue à ce qui avait été montré dans le
cas des souches de Bradyrhizobium de Faidherbia albida par Duruy et al. (1994).
Analyse de la diversité symbiotique
Spectre d'hôte des isolats d'A. tortilis subsp. raddiana
et nodulation d'A. tortilis subsp. raddiana
LORTET et al. (1996) ont montré que les souches isolées de divers Acacia (A. senegal,
A. tortilis subsp. raddiana, A. laeta, A. mollissima, A. horrida, A. seyaO nodulentAcacia tortilis
ainsi que Leucaena leucocephala et Prosopis juliflora.
Nous avons donc testé 13 nouveaux isolats d'A. tortilis subsp. raddiana pour leur
capacité à noduler A. raddiana. A. senegal. Prosopis juliflora et Leucaena leucocephala.
Le test que nous avons utilisé pour cela est celui décrit par GIBSON (1963) qui
consiste à inoculer la racine d'une jeune plante bactériologiquement stérile en
croissance dans un tube avec une culture de la souche à tester (6 à 8 répétitions
par souche). Les 13 isolats testés (voir fig. 3) nodulent A. tortilis subsp. raddiana,
A. senegal et L leucocephala et également P.juliflora, à l'exception de la souche RAT
902.
L'étude comparative des cinétiques de nodulation d'A. tortilis subsp. raddiana par
chacun de ces 13 isolats montre que le nombre de nodules observés après 30 jours
de culture est très variable d'une souche à l'autre, de quelques nodules à plus de
30 nodules par plante (fig. 3). Parmi elles, les 3 souches originaires de Tunisie testées
induisent moins de 7 nodules par plante. La représentation de la cinétique de la
fixation d'azote mesurée par l'ARA montre une courbe en cloche dont la valeur
maximale se situe entre 24 et 27 jours après l'apparition des nodules (N'DIAYE,
1996).
En parallèle, nous avons testé 54 souches de rhizobia de diverses provenances
(plantes, régions) et de divers groupes taxonomiques pour leur capacité à induire
la nodulation d'A. tortilis subsp. raddiana (tab!. Il). Les souches trouvées capables de
noduler A. tortilis subsp. raddiana sont en majorité des souches isolées à l'origine
de plantes des genres Acacia, Prosopis, Leucaena et Neptunia et appartenant à
S. terangae biovar acaciae, M. plurifarium et une nouvelle espèce (DE LAJUDIE et al.,
1998 a). La souche de Sinorhizobium sp. NGR 234, à large spectre d'hôte, et la
souche de R. tropici CFN 299 plus quelques autres souches non classées sont éga-
Iement capables d'induire la nodulation chez A. tortilis subsp. raddiana. Les souches
de S. terangae biovar sesbaniae sont particulières en ce sens qu'elles sont capables
d'induire une nodulation faible et retardée sur A. tortilis subsp. raddiana
Les résultats de ce criblage des souches de collection sur plantes indiquaient sept
souches qui donnaient le meilleur effet sur la croissance de la plante et son aspect
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\] Fig. 3 (a et b)
Cinétique de nodu/ation des souches d'A. tortilis subsp. raddiana pour une période de
30 jours. Six tubes par traitement et par souche ont été effectués.
a,' souches dont le nombre de nodules> au témoin inoculé ORS 1073 ;
b "souches dont /e nombre de nodules < au témoin inoculé ORS 1073 (d'après BÂ, 1996).
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'V Tableau 11 - Nodu/ation d'A. tortilis subsp, raddiana
par des souches de collection.
(D'après N'DIAYE, /996; BÂ, 1996; LOKrIT et al, 1996 ;
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Chaque resultat est la moyenne de 6 repetitions,
+ : plus de 50 % des plantes testees nodulees :. : aucune plante testée nodulee :
± : entre 10% et 50 % des plantes nodulées : d : nodulation retardee,
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(couleur verte). Ces souches ont été utilisées pour une seconde expérience dans
laquelle on a mesuré l'activité de réduction d'acétylène (ARA), la masse de
matière sèche totale et la quantité d'azote total des plantes. Les souches qui don-
nent les meilleurs résultats de fixation d'azote, ORS 1016, ORS 1072 et ORS
1073, appartiennent à Sinorhizobium terangae biovar acaciae (N'OIAYE, 1996).
Ces trois souches, une souche isolée de Neptunia natans (ORS 998) et une
souche de M. plurifarium (ORS 655) ont ensuite été utilisées pour des essais en
pots, en milieu extérieur et conditions semi-contrôlées. Chaque souche a été
inoculée à 6 plantes, et, après six mois la quantité d'azote fixé a été estimée:
( 1) par mesure de la quantité d'azote total des plantes par la méthode de
Kjeldahl (BREMNER, 1965) ; (2) par mesure de leurs masses de matière sèche.
L'analyse statistique montre que dans nos conditions, et sur cette période, on
n'observe aucune incidence significative de la souche utilisée sur les paramètres
mesurés, et même aucune incidence de l'inoculation, les valeurs obtenues
pour le témoin non inoculé, lui-même nodulé par la contamination naturelle
extérieure, étant au même niveau (tabl. III). Ces résultats indiquent qu'aucune
des souches sélectionnées n'est compétitive vis-à-vis des populations naturelles
etlou plus performante que celles-ci.
\l Tableau III - Dosage d'azote par la méthode de Kjeldahl (BREMNER, 1965)
de plants d'Acacia tortilis subsp. raddiana cultivés en pots pendant six mois.
Poids sec Teneur en azote Quantité d'azote
(g/plante) (%) (g/plante)
P. aér. Racines Total P. aér. Racines P. aér. Racines Total
Témoin 12.45a 8,63a 20.57a 1.20a 1.25a 0.15a O.IOa 0.24a
655 9.86a 6.50a 16.36a 1.32a 1.38a 0.13a 0,09a 0.22a
998 9.89a 5.94a 15.35a 1.41a 1.35a 0.14a 0.08a 0,23a
1016 13,56a 7.56a 21,I2a 1,54a 1.32a O,I7a O,lOa 0.27a
1072 13,76a 9.03a 22.79a 1.23a 1.22a 0.17a O.lla 0,28a
1073 13.38a 7.24a 20.62a 1.27a 1,24a 0,17a 0.09a O,26a
CV% 30.9 27.4 28.0 32.7 29.2 39.3
Chaque valeur est la moyenne de six répétitions.
Pour chaque expérience. les nombres de la même colonne suivis de la même lettre
ne diffèrent pas significativement au seuil de 5 % (test de Newman-Keuls. 1957).
CV: coefficient de variation; P. aér.: parties aériennes (d'après N'DIAYE, 1996).
En conclusion de ces études de nodulation, il faut souligner l'existence d'un
groupe de nodulation renfermant A. senegal, Prosopis juli~ora, Leucaena leucocephala
et A. tortilis subsp. raddiana nodulés par des souches de diverses positions taxo-
nomiques, appartenant à différents genres comme Rhizobium, Sinorhizobium,
Mesorhizobium.
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Caractérisation des facteurs de nodulation
Les facteurs Nod sont constitués d'un squelette de 3 à 6 résidus N-acétyl-D
glucosamine substitué par une chaîne d'acyl au niveau de l'extrémité non réduc-
trice et portant diverses décorations aux deux extrémités de la chaîne oligo-
saccharidique. La nature de l'acide gras et des autres substitutions varie selon la
souche ou l'espèce de rhizobia et joue un rôle déterminant dans la spécificité
d'hôte de la bactérie. L'addition dans le milieu de culture d'un précurseur radio-
actif comme l'acide acétique marqué au carbone 14, qui est incorporé dans la
molécule au niveau des groupements N-acétyl du squelette de base, permet de
marquer radioactivement ces molécules et de les visualiser après séparation en
CCM (chromatographie sur couche mince). La migration des produits s'effectue
en fonction de leurs propriétés physico-chimiques.
La plupart des souches sauvages de rhizobia ne produisent pas suffisamment de
facteurs Nod pour être détectées en CCM. Il est possible d'augmenter la pro-
duction de facteurs Nod grâce à l'introduction d'un gène régulateur hétérologue
nodD cloné dans un plasmide multicopie (LEROUGE et al., 1990 ; PRieE et al., 1992).
Dix-huit souches isolées d'A. tortilis subsp. raddiana représentant les différents
groupes électrophorétiques ont été modifiées par l'introduction du gène nodD 1
de Sinorhizobium sp. NGR234 cloné sur un plasmide multicopie selon la méthode
décrite par LORTET et al. (1996).
A l'exception de la souche ORS 1044, toutes les souches surproductrices
construites à partir des souches de A. tortilis subsp. raddiana étudiées présentent
des profils chromatographiques très similaires, quelles que soient leur origine
géographique et leur position taxonomique (BOIVIN et al., 1998). La figure 4
illustre ces résultats. L'homogénéité obtenue est supérieure à celle des profils de
souches isolées de diverses espèces d'Acacia ou maintenues en laboratoire depuis
de nombreuses années. Ces résultats suggèrent que dans des conditions où les
bactéries sont en compétition, la plante exerce une pression de sélection en
-+ -+-+-+-+-+-+-+-+-+-+-+-+
ORS ORS ORS ORS ORS ORS ORS ORS RAT RAT RAT ORS ORS
1044 1237 1231 1254 1233 1080 1081 1083 900 902 905 1244 1319
'V Fig. 4
Séparation en chromatographie sur couche mince des facteurs Nod de souches surproductrices
d'A. tortilis subsp raddiana.
(+) : induit par un ravonoide ; (-) : non induit
La radioactivité est visualisée après 3 à 8 jours d'exposition avec un film Kodak X-OMAT K
(D'après BÂ et a/., 2002)
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faveur des souches produisant une population de facteurs Nod présentant des
particularités structurales bien définies. Ces observations vont dans le même
sens que celles de Streeter (résultats non publiés) qui a montré que des souches
de Bradyrhizobium japonicum conservées plusieurs années au laboratoire présentent
des profils de facteurs Nod différents, alors que des souches fraîchement isolées
dans l'Ohio (USA) présentent des facteurs Nod similaires.
Les facteurs Nod de souches surproductrices dérivées de 4 souches appartenant
à différents groupes taxonomiques ont été purifiés par HPLC (High Liquid
Chromatography Pressure). Leur structure a été déterminée par LSIMS (Liquid
Secondary Ion Mass Spectrometry), par GC (Chromatographie en phase
gazeuse) et par des méthodes relatives à l'identification des sucres et des lipides
(fig. 5 et tabl. IV), confirmant les similitudes observées entre les profils chromato-
graphiques. Toutes les souches produisent des molécules pentamériques dont
l'extrémité non réductrice porte un groupement N-méthyl, une chaîne d'acyl en
C 18:0, C 18: 1 ou C 16:0, et un groupement carbamoyl pour la majorité des
souches. L:extrémité réductrice peut être sulfatée ou non.
\1 Fig. 5
Structure des (acteurs Nod des souches nodulant A. tortilis subsp. raddiana.
Pour RI, R2 et R3, voir le tableau IV
\J Tableau IV - Structure chimique des (acteurs Nod prépondérants
de quelques souches surproductrices isolées
de nodules de A. tortilis subsp. raddiana.
Souche Espèce Substitutions
ou groupe SOS
Page RI R2 R3
ORS 1244 (pA28) S. terongoe (Sénégal) C 18: l , C 18:0, C 16:0 SOJHIH Carbamoyl
ORSI425 (pA28) S. terongoe (Tunisie) C18:1 SOJHIH Carbamoyl
ORS 1231 (pA28) Groupe 3 C18:1 SOJHIH H
ORS 1044 (pA28) Groupe 4 CI8:I.CI8:0 SOJHIH Carbamoyl
RI. R2. R3 : voir fig. S.
Le plasmide pA28 contient le gène nodD 1 de Rhizobium sp. NGR234 c10nè sur un plasmide multicopie.
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Conclusion
Cette étude constitue une première indication de la forte hétérogénéité taxo-
nomique des souches de rhizobia capables d'induire la formation de nodules sur
A. torti/is subsp. raddiana au Sénégal et en Tunisie, deux pays qui représentent le
nord et le sud du Sahara. Toutes les souches de collection isolées de diverses
espèces végétales ou récemment isolées qui nodulent A. tortitis subsp. raddiana
sont des rhizobia à croissance rapide, et parmi elles des souches appartenant à
Sinorhizobium (S. terangae biovar acociae, S. saheli), Rhizobium (R. tropici) et
Mesorhizobium (M. plurifarium). L'analyse de 76 nouveaux isolats de nodules
d'A. tortitis subsp. raddiana de diverses origines a confirmé la diversité taxonomique
des micro-symbiotes de A. torti/is subsp. raddiana dans la nature. Les groupes
déterminés par analyse des souches SDS-PAGE sont généralement indépendants
de "origine géographique (nord ou sud du Sahara) de ces souches, des conditions
écologiques ou édaphiques locales (sols salés ou non), ainsi que de leur profon-
deur d'origine. Nos résultats suggèrent que plusieurs groupes mis en évidence
parmi les souches d'A. torti/is subsp. raddiana pourraient constituer des espèces
génomiques non encore décrites. Il est maintenant nécessaire de valider ces
groupes par des techniques complémentaires, en particulier phylogénétiques
(séquençage du gène codant pour l'ARN ribosomal 16S, hybridations
ADN/ADN), afin de préciser leur position taxonomique exacte et de proposer
d'éventuelles conclusions nomenclaturales.
Par opposition à l'étude taxonomique, l'étude symbiotique a montré une grande
homogénéité des caractéristiques symbiotiques des souches isolées d'A. tortitis
subsp. raddiana. Toutes les souches étudiées présentent le même spectre d'hôte.
Parallèlement leurs facteurs Nod, qui jouent un rôle déterminant dans la spécificité
de nodulation, ont des structures similaires. Les facteurs Nod produits par les
souches d'A. tortilis subsp. raddiana sont très proches des molécules produites par
S. terangae bv acaciae (LORQUIN et al., 1997 a) et Rhizobium tropici (POUPOT et a/.,
1993), qui présentent un spectre d'hôte analogue à celui des souches d'A. torti/is
subsp. raddiana.
Cette convergence de différentes espèces bactériennes vers la nodulation des
mêmes plantes via les mêmes facteurs Nod a déjà été observée pour les
symbiontes de Sesbania (LORQUIN et a/., 1997 b) et, dans une moindre mesure,
pour ceux du soja (voir DÉNARIÉ et a/., 1996). Ces résultats confirment que l'analyse
des facteurs Nod pourrait être utilisée pour la caractérisation symbiotique des
rhizobia, comme alternative aux tests de nodulation réalisés en laboratoire,
ainsi que l'ont proposé LORTET et a/. (1996). Cela pose par ailleurs la question
plus générale de savoir comment ces bactéries ont traversé l'évolution: leurs
propriétés de nodulation résultent-t-elles d'un transfert latéral des mêmes gènes
nod chez des bactéries différentes? ou bien de différents processus génétiques
parallèles (mutations, délétions, insertions, etc...) qui, alliés à la pression de sélection
de la plante pour le(s) facteur(s) Nod efficace(s), ont abouti à la synthèse des
facteurs Nod adéquats? De façon similaire à ce qui a été fait sur des souches
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isolées d'Acacia senega/ et de Prosopis chilensis (HAUKKA et al., 1998), l'étude de la
séquence des gènes nod de ces rhizobia et de leur phylogénie pourrait permettre
d'apporter des éléments de réponse à ces questions en mettant en évidence la
similarité ou la divergence des gènes de nodulation des différents symbiontes
d'A. tortilis subsp. raddiana.
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